Tyrimas (1> 3)-B-D-gliukanui serume nustatyti
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EmNaudojimo instrukcijg savo kalba galima rasti apsilankius www.acciusa.com.
Sis produktas skirtas tik in vitro di ikai ir profesionaliam naudojimui.

1. Numatytoji paskirtis

JFungitell®« tyrimas yra proteaziy zimogeny reakcijomis pagristas kolorimetrinés analizés
metodas, skirtas (1—3)-p-D-gliukanui kokybiskai aptikti pacienty, kuriems pasireiskia
invazinés grybelinés infekcijos simptomy ar kyla pavojus ja susirgti dél sveikatos buklés,
kraujo serume. (1—3)-B-D-gliukano, vieno i§ pagrindiniy komponenty, sudaranéiy jvairiy
medicinai svarbiy grybeliy lasteliy sieneles?, koncentracija serume gali padéti diagnozuoti
gilias mikoziy ir fungemijy infekcijas?. Teigiamas rezultatas nenurodo, kurios genties
grybeliai gali buti infekcijos sukéléjai.

(1—3)-p-D-gliukano titrais reikia remtis kartu su kitais diagnostikos metodais, pvz.,
mikrobiologiniy paséliy, histologiniy bioptaty ir radiologiniais tyrimais.

Svarbi informacija

Siq informacijq pateikite siuntimq isdavusiam gydytojui: Tam tikry grybeliy, pvz.,
Cryptococcus genties, kurie gamina labai mazai (1—3)-p-D-gliukano, (1—3)-f-D-
gliukano koncentracija serume gali biiti nepakankamai padidéjusi, kad jq biity galima
aptikti Sivo tyrimo metodu3®. Pastebéta, kad (1—3)-p-D-gliukano titrai serume taip
pat biina mazi sergant grybelinémis infekcijomis, sukeltomis Mucorales poklasio
grybeliy, pvz., Absidia, Mucor ir Rhizopus'*, kurie, turimomis Ziniomis, negamina
(1—3)-p-D-gliukano. Be to, mazai (1—3)-p-D-gliukano gamina ir mielinés fazés
Blastomyces dermatitidis grybeliai, todél Siuo tyrimu gali biiti neaptinkami®.

Sias pastabas jtraukite j ,,Fungitell® tyrimo rezultaty atsakymus.

N

. Santrauka ir paaiSkinimas

Dauggja sergamumo oportunistiniy patogeny sukeltomis grybelinémis infekcijomis
atvejy, ypad tarp pacienty, kuriy imunitetas yra nusilpgs®”®. Invazinés grybelinés ligos,
tokios kaip oportunistinés infekcijos, daznai plinta tarp sergan¢iyjy piktybinémis kraujo
ligomis bei AIDS ir prisideda prie hospitaliniy infekcijy skai¢iaus didéjimo, ypac tarp
persodinty organy recipienty ir kity ligoniy, kuriems taikomas imuning sistema
slopinantis gydymas®'. Daugeliu grybeliniy ligy uzsikre¢iama jkvepiant grybeliy spory,
esan¢iy dirvozemyje, augalijos liekanose, oro cirkuliacijos sistemose ir (arba) ant atviry
pavirsiy. Kai kuriy oportunistiniy grybeliy esama Zmogaus odoje ir (arba) ant jos
pavirSiaus, Zarnyne ir gleivingje***2. Invaziniy mikoziy ir fungemijy diagnoz¢é paprastai
nustatoma nespecifiniais diagnostiniais ar radiologiniais metodais. Greta jprasty
diagnostikos metody, neseniai pradéta taikyti biologinius grybeliniy infekcijy Zymenis?.

Oportunistiniams patogenams priskiriami Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Trichosporon spp., Saccharomyces cerevisiae, Acremonium spp., Coccidioides immitis,
Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenckii, Exserohilum rostratum ir Pneumocystis
jirovecii grybeliai. Siy ir kity mikroorganizmy gaminama (1—3)-B-D-gliukana galima
aptikti ,,Fungitell®* tyrimo metodu813.14,

3. Metodo principas

,Fungitell®* tyrimu matuojama (1—3)-B-D-gliukano koncentracija. Sis analizés metodas
pagristas Limulus amebocity lizato (LAL) reakcijy kelio modifikacija!5!64718, 1 pav.
Fungitell® reagentas yra modifikuotas panaikinant bakteriniy endotoksiny reaktyvuma,
kad reaguoty tik su (1—3)-B-D-gliukanu G faktoriaus veikiamoje reakcijy kelio puséje.
(1—3)-p-D-gliukanas suaktyvina G faktoriy — serino proteazés zimogena. Suaktyvintas
G faktorius inaktyvuotg kres¢jimo fermento pirmtakg pavercia aktyviu kresé¢jimo
fermentu, kuris savo ruoZtu nuo chromogeninio peptidy substrato Boc-Leu-Gly-Arg-pNA
atskelia paranitroanilida (pNA), sudarydamas chromoforg paranitroaniling, kuris sugeria
viesg esant 405 nm bangos ilgiui. Toliau aprasyta ,,Fungitell®* kinetiné analizé pagrista
méginio sukelto optinio tankio stipréjimo grei¢io nustatymu. Sj greitj interpretuojant
pagal standarting kreive, apskai¢iuojama (1—3)-B-D-gliukano koncentracija méginyje.
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4., Fungitell® rinkinyje pateiktos medZiagos

,Fungitell®* rinkinys yra skirtas diagnostikai in vitro. Toliau i§vardyty kiekviename
rinkinyje pateikiamy medZiagy pakanka 110 Sulinéliy istirti dviejose mikrotitravimo
plokstelése (kiekvienoje po 55 $ulinélius):

L Fungitell®* reagentas, (1—3)-B-D-gliukanui specifinio LAL liofilizatas (du buteliukai).

., Fungitell®* reagentas sudarytas is Limulus (t. y. pasaginio krabo) amebocity
lizato ir Boc-Leu-Gly-Arg-pNA kolorimetrinio substrato. Jame néra Zmogaus ar
Zinduoliy baltymy.

,Pyrosol® buferinis tirpiklis (du buteliukai). Daugiau ,,Pyrosol* buferinio
tirpiklio buteliuky (katalogo numeris BC051) galima jsigyti atskirai. Jj sudaro
0,2 M Tris buferis.

Gliukano etalonas, liofilizuotas (1—3)-B-D-gliukanas i§ ,,Pachyman‘ (du buteliukai).
Ipilamo reagento vandens tiiris nurodytas buteliuko etiketéje. Jis kalibruojamas
pagal vidinj nuorodinj etalong.

LAL reagentinis vanduo (angl. ,,LAL Reagent Water”, LRW) (du buteliukai)
Pastaba: 20 ml reagentinés klasés vanduo (RGW) ir LRW stikliniuose
buteliukuose yra lygiaver¢iai.

Sarminis pirminio apdorojimo tirpalas (du buteliukai), kuriame yra 0,125 M
KOH ir 0,6 M KCI

Né vieno i§ minéty reagenty, i$skyrus etalona, sudétyje néra trukdancios koncentracijos
(1—-3)-p-D-gliukano.

5. Reikali bet ikto: 1Zi

Visos medziagos turi biiti nepazeistos gliukano.

Pipediy antgaliai* (250 uL — kat. Nr. PPT25, 1000 uL — kat. Nr. PPT10)
Tinkamos talpos pipetés 5-25 pL ir 100-1000 pL tirpalams sula$inti
Dozatoriaus pipeté su $virksto antgaliais, gebanti jlasinti 100 pL tirpalo
Meégintuveliai* etaloninés serijos (kalibravimo kreivés) tirpalams ruosti ir
serumo apdorojimo reagentams sumaisyti. (12 x 75 mm — kat. Nr. TB240 arba
13 x 100 mm — kat. Nr. TB013)

Inkubacinis (37 °C) ploksteliy analizatorius, gebantis atlikti matavimus esant
405 nm (pageidautina, kad gebéty registruoti dviejy, 405 ir 490 nm, bangos ilgiy
srautus), kurio dinaminé sritis ne siauresné nei 2,0 absorbcijos vienetai, kartu su
derama kinetinés analizés kompiuterine programa.

Sterilas, be gliukano, mégintuvéliai méginiy alikvotiniam skirstymui. Galima naudoti
meégintuvélius, kurie yra patvirtinti kaip RNRazés, DNRazés ir pirogeny neturintys.
,Parafilm®«

96 Sulinéliy mikroplokstelés* Pastaba: ,,Fungitell®* tyrimai buvo patikrinti
naudojant tolesniy charakteristiky ploksteles: Polistirenings, sterilios, nedengtos,
ploksciadugnés, be galin¢iy trukdyti beta gliukano koncentracijy pagal ACC
specifikacijas ir atskirai suvyniotos.

* Sie ,,Associates of Cape Cod, Inc.” (,ACC*) tiekiami produktai yra patvirtinti kaip
sudétyje neturintys galin¢iy trukdyti gliukano koncentracijy.

6. Rea;

genty laikymas

Visus reagentus, kaip tiekiama, laikykite 2—8 °C temperatiiroje tamsoje.
Paruosta ,,Fungitell® reagenta reikia laikyti 2-8 °C temperatiiroje ir sunaudoti per
2 valandas. Arba paruosty ,,Fungitel|®* reagentg galima saugoti uzsaldyta —20 °C
temperattiroje iki 20 dieny, paskui jj reikia viena kartg atSildyti ir sunaudoti.

7. Alspéjimai ir atsargumo priemonés

.

Nepipetuokite jokiy medZiagy burna. Neriikykite, nevalgykite ir negerkite tose
vietose, kur dirbama su méginiais arba rinkinio reagentais.

Laikykités darbo ir vietos saugos reikalavimy.

Dirbdami su biologiniais méginiais, kurie gali bati uzkre¢iami arba pavojingi,
miuvekite apsaugines pirstines. Rankos su pir§tinémis visada turi bati laikomos
uzter§tomis; rankas su pir§tinémis laikykite toliau nuo akiy, burnos ir nosies.

Jei yra galimybeé uzsikrésti aerozoliu, naudokite akiy apsaugg ir chirurging kauke.

Pastaba: Nenaudokite rinkiniy, kuriy turinys paZeistas.

Salinimas: Cheminiy medziagy ir preparaty likuciai paprastai laikomi pavojingomis
atlickomis. Sios riisies atlieky Salinima reglamentuoja nacionaliniai ir regioniniai
istatymai ir reikalavimai. Susisiekite su vietos valdzios institucijomis arba atlicky
tvarkymo jmonémis, kad gautuméte rekomendacijy dél pavojingy atlieky Salinimo.
Visy ,,Fungitell®* rinkinio komponenty saugos duomeny lapus galima atsisiysti
i§ ACC internetinés svetainés: www.acciusa.com.

7.1

Procedarinés atsargumo priemonés

Atliekant , Fungitell®* tyrima reikia skirti daug démesio technikai ir tyrimo aplinkai.
Kad tyrimas bty efektyvus, labai svarbu specialista nuodugniai apmokyti tyrimo
metodikos ir uztikrinti apsaugos nuo uzter§tumo priemones.

7.2

8.1

8.2

8.3

8.4

Laikykités geros laboratorinés praktikos pagal vietos reikalavimus. Sis tyrimas
yra jautrus uzterSimui ir pipetavimo netikslumui.

Pasirtipinkite, kad ten, kur atliekamas tyrimas, buity $vari aplinka.

Reikia atsiminti, kad gliukanas, taip pat grybeliniai uzkratai, patek¢ nuo Zmogaus
kiino, drabuziy, talpykliy, vandens ir ore pasklidusiy dulkiy, gali iSkreipti

L Fungitell®* tyrimo rezultatus.

Galimi uZzter§imo $altiniai yra celiuliozés turin¢ios medZziagos, tokios kaip marlé,
popierinés serveteles ir kartonas, stiklinés pipetés su vatos kams¢iais ir pipetes
antgaliai su celiuliozés filtrais. Chirurginés marlés jri§imai ir kempinés taip pat
gali iskirti daug (1—3)-B-D-gliukano?-22, Apie Kitus su pacientu susijusius
tarSos Saltinius Zr. tyrimo skyriuje ,,Tyrimo metodo apribojimai‘.

Nenaudokite medziagy pasibaigus jy tinkamumo terminui.

Meéginiy tvarkymas

Kraujo paémimas ir serumo paruo$imas turi buti atliekamas laikantis taikomy vietos
reikalavimy. Méginiy émimas: Kraujo méginius serumui ruosti galima imti j sterilius
serumo ruo§imo mégintuvélius arba serumo mégintuvélius su atskiriamuoju

geliu (SST).

Meéginiy laikymo salygos: Serumo méginiai gali buti laikomi 2-8 °C temperatiiroje iki
15 dieny arba uzsaldyti —20 °C temperatiiroje iki 27 dieny arba —80 °C temperatiiroje
iki 4 mety.

Méginiy zenklinimas: méginius reikia aiskiai pazenklinti vadovaujantis jstaigoje
patvirtintos praktikos tvarka.

8. Procediira

Irenginio nustatymas ir testavimo programavimas

Ivairiy prietaisy ir programinés jrangos nuostatos gali skirtis. Bendra darbo eiga:
Nustatykite ploksteliy analizatoriaus programing jranga duomenims registruoti
,»Vmean® rezimu. Pasitikslinkite programinés jrangos vadove, kaip reikiamai
nustatyti parametrus, kad visiems sukauptiems duomeny taskams i¢iuojama
verté bty vidutinis optinio tankio poky¢io greitis. Nustatykite patj siauriausia
detektoriaus srauto matavimo intervala, koks tik programingje jrangoje ir (arba)
prietaise yra leistinas 40 minug¢iy trukmés tyrimo procesui. Programinés

irangos bangos ilgiy nuostatos turi bati 405 nm atimant fong ties 490 nm.
Rekomenduojama naudoti abu bangos ilgius, bet jei dvigubo bangos ilgio
rodmeny néra, perskaitykite tyrima esant 405 nm ir iStirkite kiekvieno paciento
méginio kineting kreive, ar néra trukdziy pozymiy (daugiau informacijos rasite
9.0 skyriuje). Nustatykite 37 °C inkubavimo temperatiirg. Uzprogramuokite
5-10 sekundziy trukmés mai§ymo /ploksteliy purtymo etapa prie§ matavimo
pradzig. Nustatykite kreivés funkcinio aproksimavimo parametra, kad buty
Ltiesinis / tiesinis* arba lygiavertis. Matavimas turi prasidéti be jokio uzdelsimo.

Rinkinvie m Tk ol

): par

a. Paruoskite 100 pg/ml tirpalo, idtirpindami viename buteliuke esantj gliukano
etalong ant buteliuko etiketés nurodytame reagentinio vandens (LRW)
kiekyje. Plakite maziausiai 30 sekundziy stikuringje maiSykléje vidutiniu
ar vidutiniskai dideliu grei¢iu, kad etaloninis preparatas istirpty (1 tirpalas).
Gliukano tirpalg reikia laikyti 2-8 °C temperatiiroje ir sunaudoti per tris
dienas. Toliau b-e etapuose aprasytas pavyzdys, kaip pasiruosti standartinés
kreivés sudarymui.

b. Paruoskite 50 pg/ml etaloninj tirpala (2 tirpalas) sumaiSydami 500 pL LRW ir
500 pL 1 tirpalo mégintuvélyje be gliukano (2 tirpalas). Maziausiai
10 sekundziy plakite stikurine maiSykle.

¢. Paruoskite 25 pg/ml etaloninj tirpalg (3 tirpalas) sumai§ydami 500 pL LRW ir
500 pL 2 tirpalo mégintuveélyje be gliukano (3 tirpalas). Maziausiai
10 sekundziy plakite sikurine maiSykle.

d. Paruoskite 12,5 pg/ml etalonin; tirpala (4 tirpalas) sumai§ydami 500 pL LRW
ir 500 pL 3 tirpalo mégintuvélyje be gliukano (4 tirpalas). Maziausiai
10 sekundziy plakite siikurine maisykle.

e. Paruoskite 6,25 pg/ml etaloninj tirpalg (5 tirpalas) sumaiSydami 500 uL. LRW
ir 500 pL 4 tirpalo mégintuvélyje be gliukano (5 tirpalas). Maziausiai
10 sekundziy plakite stikurine maiSykle.

Atidarykite Sarminio pirminio apdorojimo tirpalo buteliukq
Sarminis pirminio apdorojimo tirpalas paveréia trigubos spiralés gliukanus vienos
vijos gliukanaist”8, kurie yra reaktyvesni tyrime. Be to, $arminis pH inaktyvuoja
serumo proteazes ir inhibitorius, kurie gali trukdyti tyrimui.?*

Buteliukg i$meskite (laboratorijoje nustatyta tvarka), nebent jis bus naudojamas
veélesniam tyrimui; tokiu atveju uzdenkite ji ,,Parafilm* juostele, klijuodami prie
apsauginio popieriaus prilipinta ,,Parafilm* puse.

Mikrotitravimo plokstelés paruoSimas

Paruoskite programos mikrotitravimo ploksteliy maketa, jtraukdami etalonus
(Std), neigiamos kontrolés (Neg) méginius ir 21 méginj (Spl). Rekomenduojamas
§is maketas:

8.7 Neigiamos kontrolés ir

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 11 | 12

A

B STD1 | STD1 SPL1 [ SPL4 | SPL7 |SPL10(SPL13|SPL16|SPL19
500 | 500

c STD2 | STD2 SPL1 [ SPL4 | SPL7 |SPL10(SPL13|SPL16|SPL19
250 | 250

D STD3 | STD3 SPL2 [ SPLS5 | SPL8 |SPL11[SPL14|SPL17|SPL20
125 | 125

E STD4 | STD4 SPL2 [ SPLS5 | SPL8 |SPL11[SPL14|SPL17|SPL20
62,5 | 625

= STDS | STDS SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15|SPL18|SPL21
31,25)31,25

G Neg | Neg SPL3 [ SPL6 | SPL9 |SPL12[SPL15|SPL18|SPL21

H

Programoje jveskite etaloniniy tirpaly koncentracijy nuostatas, atitinkamai,

500, 250, 125, 62,5 ir 31 pg/ml.

Atkreipkite démesj, kad etaloninés koncentracijos yra penkis kartus didesnés

uz auk§¢iau esan¢iame 8.2 skyriuje paruosty tirpaly. Taip yra dél to, kad tyrimo metu
viename Sulinélyje naudojamo etaloninio tirpalo 25 uL tiiris penkis kartus virsija
tiriamojo serumo meéginio tuirj (Zr. 8.5 b. punkta toliau). Taigi serumo méginys
efektyviai praskiedziamas penkis kartus, palyginus su etalonu. Padauginus etalonines
koncentracijas i§ penkiu, $is praskiedimas kompensuojamas.

Pastaba: Galima naudoti i$orinius $ulinélius, jei patvirtinta, kad i$oriniy Sulinéliy
veikimo kokybeé prilygsta vidiniy Sulinéliy kokybei.

Pastaba: Neigiamos kontrolés duomenys standartinei kreivei nenaudojami.

8.5 Serumo ir Sarminio iSankstinio apdorojimo tirpalo pridéjimas

a. Kambario temperatiiroje atsildykite uzsaldytus serumo méginius. Visus
méginius gerai suplakite sikurine maiSykle — ne trumpiau kaip 30 sekundziy
nustatytu vidutiniu arba vidutinigkai dideliu grei¢iu.

b. Perpilkite po 5 pL serumo méginio j kiekviena i§ jam priskirty Sulinéliy (Uk),
naudodami bent po du kartotinius méginius. Tq pat pakartokite su kiekvienu
serumo méginiu.

c. ] kiekvieng Sulinélj su serumu jpilkite 20 pL Sarminio pirminio apdorojimo
tirpalo. UZtikrinkite, kad serumo ir pirminio apdorojimo tirpaly laseliai vienas
su kitu susiliesty.

Pastaba: Specialisto nuozitira b ir ¢ veiksmus galima atlikti atvirkstine tvarka.
Pastaba: Siekiant i$vengti atsitiktinio uzterSimo, Sulinélius uzpildzius méginiais ir
reagentais mikroplokstele vel reikia uzdengti danggiu.

d. Purtykite plokstele 5-10 sekundZiy, kad susimaisyty $ulinéliy turinys
(galima taikyti analizatoriaus ploksteliy purtymo funkcija), paskui 10 minu¢iy
inkubuokite 37 °C temperatiiroje inkubaciniame ploksteliy analizatoriuje.

8.6 ,, Fungitell®* r tirpalo par

Pastaba: Tai patogu atlikti, kol vyksta pirminio apdorojimo inkubacinis procesas.
Suderinus tirpaly ruosimo laikg, bus geresni atkuriamumo rezultatai, nes
Fungitell® reakcija prasideda, nors ir silpnai, kai tik reagentas istirpintas.

Istirpinkite vieno ,,Fungitell®* reagento buteliuko turinj, 1000 pL talpos pipete
ileisdami 2,8 ml LAL reagentinio vandens ir po to jleisdami 2,8 ml ,,Pyrosol*
buferinio tirpiklio. Buteliuka uzdenkite ,,Parafilm* juostele, klijuodami prie
apsauginio popieriaus prilipinta ,,Parafilm* puse. Atsargiai pasukiokite buteliuka,
kad turinys visiskai istirpty — neplakite stikurine maisykle.

iTon) 1

iy tirpaly pridéji

Pasibaigus serumo pirminio apdorojimo inkubacijai (8.5 d. skyrius), iSimkite

plokstelg i§ inkubacinio ploksteliy analizatoriaus ir  ja iSpilstykite etaloninius

ir neigiamos kontrolés tirpalus. Rekomenduojama etalony koncentracijy

paskirstymo schema:

[leiskite 25 pL LRW j G2 ir G3 Sulinélius.

Tleiskite 25 pL 6,25 pg/ml 5 etaloninio tirpalo j F2 ir F3 Sulinélius, pazymétus

kaip 31,25 pg/ml.

c. [leiskite 25 uL 12,5 pg/ml 4 etaloninio tirpalo j E2 ir E3 Sulinélius, pazymétus
kaip 62,5 pg/ml.

d. Jleiskite 25 pL 25 pg/ml 3 etaloninio tirpalo j D2 ir D3 Sulinélius, paZzymétus
kaip 125 pg/ml.

e. [leiskite 25 pL 50 pg/ml 2 etaloninio tirpalo j C2 ir C3 Sulinélius, paZymétus
kaip 250 pg/ml.

f. Jleiskite 25 pL 100 pg/ml 1 etaloninio tirpalo j B2 ir B3 Sulinélius, pazymétus
kaip 500 pg/ml.

o

8.8 ,, Fungitell®“ r idéjimas ir plokstelés inkubavimo procediira

pr p

a. Naudodami graduota (dozatoriaus) pipete, j kieckvieng Sulinélj (su neigiamos
kontrolés ir etaloniniais tirpalais bei méginiais) jleiskite po 100 pL
,Fungitel®* reagento.

b. Plokstele jdekite j mikroploksteliy analizatoriy (subalansuotg iki 37 °C),
nuimkite dangtelj ir papurtykite 5-10 sekundziy. Jei mikroploksteliy
analizatoriuje ploksteliy purtymo funkcijos néra, galima naudoti iSoring
mikroploksteliy purtykle.



Plokstelg analizuokite, neuZdengta dang€iu, 40 minuciy 37 °C temperatiiroje esant
405 nm bangos ilgiui atimant 490 nm. Pastaba: Jei prietaisas nesuteikia laiko nuimti
danggiui tarp purtymo ir analizavimo, purtykite be danggio, kad uZtikrintuméte
galimybg analizuoti be danggio.

9. Apskaiciuokite rezultatus

Duomenis registruokite ir analizuokite tokiu budu: Istirkite tyrimo méginiy kinetines
diagramas ir patikrinkite,

ar néra kitokiy désningumy, iSskyrus tolygy didéjima, panasy j etaloniniy méginiy. Atmeskite
grafikus, kurie rodo optiniy trukdziy jtaka (pvz., jy kinetinés kreivés neatitinka etaloniniy
meéginiy). Apskai¢iuokite vidutinj optinio tankio poky&io greitj (mili-absorbcijos vienetais
per minutg) visiems duomeny taskams nuo 0 iki 40 minuéiy (atlieka programiné jranga).
Interpoliuokite méginio (1—3)-B-D-gliukano koncentracijas pagal standarting kreive

(atlieka programiné jranga).

10. Kokybés kontrolé

« Koreliacijos koeficientas (r) lyginant su standartine kreive (tiesiné lyginant su
tiesine) turi bati >0,980.

«  Sulinéliai, kuriuose jpilta 25 uL LRW, skirti neigiamai kontrolei. Neigiamos
kontrolés reakcijos grei¢io (mili-absorbcijos vienetais per minutg) faktinés vertés
neturi siekti 50 % maziausios koncentracijos etalono reakcijos grei¢io. Jei taip
néra, tyrimg reikia pakartoti naudojant visus naujus reagentus.

«  Sudeétingy méginiy tvarkymas. Laborantui pastebéjus nejprasty kinetikos apraisky
tiriant méginj, pavyzdziui, méginj, kuris yra neskaidrus, pakitusios spalvos arba
drumstas (pvz., stiprus hemolizes ar lipemijos poveikis arba bilirubino
perteklius), tokj méginj butina atskiesti LRW ir itirti dar kartg. Pateikiant
rezultatus, reikia atsizvelgti j skiedimg ir padauginti rezultata i§ praskiedimo
koeficiento. Paprastai praskiedimo koeficientas jvedamas programuojant
meéginio parametrus ir korekcija vyksta automatiskai.

Pastaba:

« Kiekvienas tyrimo naudotojas turi jdiegti kokybés kontrolés programa, kad buty
uztikrinta $iy tyrimy veikimo kokybés atitiktis vietoje taikomiems norminiams
reikalavimams.

* Rekomenduojama tirti kontrolinius serumo méginius (neigiamus, artimus ribinei
vertei arba labai teigiamus), atsizvelgiant | tolesnius laboratorinius patikrinimus ir
gerg laboratoring praktika. Jie nejtraukti j ,,Fungitell®* rinkinj.

11. Rezultaty interpretavimas
NEIGIAMAS REZULTATAS
< 60 pg/ml (1—3)-p-D-gliukano vertés yra interpretuojamos kaip neigiami rezultatai.

Tyrimg atliekanti laboratorija turi informuoti siuntimg iSrasiusj gydytoja, kad ne visos
grybelinés infekcijos sukelia (1—3)-B-D-gliukano koncentracijos padidéjima serume. Kai kurie

grybeliai, pvz., Cryptococcus3# genties, gamina labai maZai (1—3)-B-D-gliukano. Néra zinoma,

kad Mucorales, pvz., Absidia, Mucor ir Rhizopus'* gaminty (1—3)-B-D-gliukang. Panasiai,
Blastomyces dermatitidis grybeliai mielinje fazeje gamina mazai (1—3)-B-D-gliukano, todél
(1—3)-B-D-gliukano koncentracija blastomikozés pacienty méginiuose ,,Fungitel|®* tyrimo
metodu paprastai neaptinkama®.

NEAPIBREZTAS REZULTATAS
Vertés nuo 60 iki 79 pg/ml laikomos neaiskiomis. Rekomenduojama dar kartg paimti ir istirti
serumo meéginius. Daznai imant ir tiriant méginius, padidéja tikslesnés diagnozés tikimybe.

TEIGIAMAS REZULTATAS
>80 pg/ml (1—3)-p-D-gliukano vertés yra interpretuojamos kaip teigiami rezultatai.
Tei giamas rezultatas neapibréi ligos buvimo todél nustatant diagnozg turi bati

12. Tynmo metodo apribojimai
Sios analités koncentracijai serume gali turéti jtakos grybelmes infekcijos iSplitimo
vietos audiniuose'®, inkapsuliacija ir tam tikry grybeliy gaminamas (1—3)-B-D-
gliukano kiekis. Esant maZesniam gebéjimui (1—3)-B-D-gliukanui patekti j
kraujotaka, gali sumazéti tikimybeé aptikti kai kurias grybelines infekcijas.

«  Kai kuriy Zmoniy padidéjusi (1—3)-B-D-gliukano koncentracija patenka j neapibréZties
srit]. Tokiais atvejais rekomenduojama atlikti papildomus stebéjimo tyrimus.

«  Pacienty méginiy tyrimy daznumas priklauso nuo santykinés grybelinés
infekcijos rizikos. Rizikos grupés pacienty méginius rekomenduojama imti
bent du-tris kartus per savaitg.

«  Teigiami rezultatai nustatyti hemodializés pacienty!®2%%, asmeny, gydomy tam
tikrais kraujo frakcijy produktais, pvz., seroalbuminu ir imunoglobulinais?®?°,
taip pat asmeny, turéjusiy salytj su gliukanu uzter$ta marle ir chirurginiais
tamponais, méginiuose. Po chirurginio saly¢io su (1—3)-B-D-gliukanu uzterstais
tamponais ir marle turi praeiti 34 dienos, kol pacienty serume atsistato pradiné
(1—3)-B-D-gliukano koncentracija?*?2. Todél planuojant operuoty pacienty
méginiy émimo laika, j tai reikia atsizvelgti.

«  Meéginiai, gauti pa¢mus kapiliarinj krauja i§ kulno ar pir§to, yra nepriimtini, nes
nustatyta, kad alkoholiu suvilgyta marlé, naudojama diirio vietai paruosti (ir galimai
ant odos pavirsiaus nutekéjes kraujas), uzterSia meginius. ki Siol atliktuose tyrimuose
skirtumy tarp méginiy, paimty per jstatyta ilgalaikj kateterj ir veninés punkcijos budu,
nenustatyta??’,

« I3samig veiksniy, prisidedan¢iy prie (1—3)-p-D-gliukano klaidingai teigiamy
rezultaty, apzvalgg zr. Finkelman, M.A., ,,Journal of Fungi** (2021 m.)%.

« Tiriamyjy koncentracijy normos nustatytos suaugusiesiems. Normalios ir ribinés
kiidikiy bei vaiky koncentracijos tiriamos?2°.

13. Vykdymo ypatybés

13.1 Ribinés ir numatomos vertés
Daugiacentris, perspektyvinis tyrimas®., atliktas sickiant nustatyti ,,Fungitell®*
tyrimo diagnostinj jautruma ir diagnostinj specifiskuma (Zr. palyginimo tyrima
Zemiau), parod¢, kad beta gliukano vertés yra padidéjusios sergant jvairiomis
grybelinémis infekcijomis. Kai poZymiy ir simptomy pasireiskia esant 80 pg/ml
ar didesnei koncentracijai, prognoziné verté, kad tiriamasis pacientas uzsikrétes
grybeline infekcija, svyruoja nuo 74,4 iki 91,7 %. Kai poZymiy ir simptomy
nebuvo esant mazesnei kaip 60 pg/ml koncentracijai, neigiamos prognozinés
vertés svyravo nuo 65,1 % iki 85,1 %.

13.2 Klinikinis efektyvumas
Buvo atliktas daugiacentris, perspektyvinis tyrimas, skirtas ,,Fungitell® tyrimo
metodo metrologinéms charakteristikoms patvirtinti?!. Tyrimas buvo palygintas
su kitais standartiniais mikoziy ir fungemijy nustatymo metodais (t. y., kraujo
paseliy, histopatologiniy bioptaty tyrimy ir radiologinio jvertinimo metodais).

1®

Siuo tyrimo metodu buvo istirti trys Simtai penkiasdesimt devyni (359) tiriamieji.
18 kiekvieno tiriamojo paimta po vieng méginj. Tarp mazos rizikos tiriamyjy buvo
tariamai sveiki asmenys ir tie klinikiniy centry pacientai, kurie buvo paguldyti

i ligoning dél kity nei grybeliné infekcija priezas¢iy. Tiriamyjy atranka buvo
vykdoma $esiuose Jun;,tlmq Valstijy klinikiniuose centruose. Keturiuose i§ ty
klinikiniy centry i viso i3tirti 285 méginiai taikant §j tyrimo metoda. ACC visus
359 méginius istyré po du kartus, taciau analizés efektyvumui nustatyti naudojo
tik antrajg rezultaty serijg. Antrosios analiziy serijos rezultatai statistiskai
nesiskyré nuo pirmosios serijos.

« Diagnostinis jautrumas
Metodo jautrumas visoje tiriamyjy populiacijoje (359), iskaitant kriptokokozés
pacientus, buvo 65,0 % ([60,1 — 70,0 % 95 % pasikliovimo intervalas
(CN](1 lentele).

« Diagnostinis specifiSkumas
Specifiskumas buvo 81,1 % (77,1 — 85,2 % ClI). Isanalizavus 170 tiriamyjy,
kuriems nebuvo nustatyta grybeliné infekcija, ir kurie, sprendziant i§
i§vaizdos, buvo sveiki asmenys, naudojant §j tyrima specifiskumas buvo
86,5 % (82,8 % — 90,1 % Cl). Papildomai jtraukus dar 26 tiriamuosius,
kuriems nebuvo nustatyta grybelinés infekcijos, bet nustatyta kity sutrikimy,
specifiskumas buvo 81,1 % (77,1 % — 85,2 % ClI).

$iuo tyrimo metodu (jautrumas, 69,5 %; 61,2 % — 77,8 % Cl). Be to, dvidesimt
keturiy (24) tirlamyjy rezultatai buvo teigiami, bet tiriamieji nebuvo gydomi jokiu
priesgrybeliniu gydymu. 18 buvo teigiami §iuo tyrimo metodu (jautrumas, 75 %;
57,7%-92,3 % Cl).

13.3 Tyrimy koreliacija
Keturiuose i klinikiniy centry $iuo metodu i§ viso i§tirti 285 méginiai. Tyrimy
centruose atlikty tyrimy rezultatai 96,4 % kiekybiskai koreliavo su ,,Associates of
Cape Cod, Inc.“ rezultatais. ,,Associates of Cape Cod, Inc.* rezultaty koreliacija
su kitais tyrimy centrais svyravo nuo 90,6 % iki 99,2 %.

13.4 Tikslumas
. Fungitell®* tyrimo tikslumas (t. y. pakartojamumas ir atkuriamumas) buvo
ivertintas naudojant desimt (10) skirtingy méginiy, kuriy kiekvienas buvo
tiriamas trijose tyrimo vietose tris skirtingas dienas. Svyravimas tyrime sieké nuo
0,9 % iki 28,9 % ir buvo pakartojamumo matas. Svyravimas tarp tyrimo serijy
siekeé nuo 3,9 % iki 23,8 % ir buvo atkuriamumo matas. I3 abiejy analiziy buvo
atmesti visi keturi (4) neigiami méginiai.

13.5 Matavimo diapazonas ir tiesiSkumas
Rezultatai yra iSreiksti serumo pg/ml; jie aplma sritj nuo neaptinkamos koncentracijos
(< 31 pg/ml) iki > 500 pg/ml ir gali bati i¥spausdinami programinés ;mngos arba
nuskaitomi i§ standartinés kreivés. Norint gauti tikslias 500 pg/ml virSijancios
koncentracijos vertes, méginj reikia atskiesti reagentiniu vandeniu (LRW) ir tyrima
pakartoti. Kaip nurodyta kokybés kontrolés skyriuje, standartinés kreivés (tiesinés
ir tiesinés), apimancios ,,Fungitel|®* tyrimo matavimo diapazona, koreliacijos
koeficientas (r) turi buiti >0,980, o neigiamy kontroliy reakcijos greicio (pvz.,
mili-absorbceijos vienetai per minute) vertés mazesnés nei 50 % Zemiausio etaloninio
reakcijos greicio. Jei taip néra, tyrima reikia pakartoti naudojant visus naujus reagentus.

13.6 Trukdandios medZiagos

,,FunglteH@“ tyrimo rezultaty tikslumui gali turéti jtakos Sios méginiy buklés:

Pakitusios spalvos arba drumsti méginiai, pvz., smarkiai hemolizuoti, lipeminiai
arba turintys per daug bilirubino, gali sukelti optiniy trukdziy tyrimui. Jei tokie
méginiai analizuojami, tyrimo rezultatus reikia atidZiai patikrinti, ar nematyti
optiniy trukdZiy ir (arba) nejprasty kinetiniy nuokrypiy poZymiy.

« Padidéjusi imunoglobulino G koncentracija, kokia galeéty biti serume,
pavyzdziui, dél daugybinés mielomos, gali sukelti nuosédas reakcijos
miginyje j i$ anksto apdorota seruma pridéjus ,,Fungitell® reagento®.

«  Sio dokumento parengimo metu nebuvo aprasytas joks kitas ,,Fungitel®*
reagento aktyvinantis G faktorius ((1—3)-B-glukano aptikimo elementas)
nei (1—3)-B-glukanas. Kai kuriuose tyrimuose, kuriuose buvo patvirtintas
kryzminis reaktyvumas, tariamos aktyvinancios medziagos apdorojimas
i§gryninta (1—3)-B-gliukanaze pasalino signalg, parodant, kad pastebetas
aktyvinimas jvyko dél uztersimo (1—3)-B-gliukanu15. Dél serino proteazés
uztersimo ,,Fungitel1®* reakcijos misiniuose taip pat gali igsiskirti
paranitroanilinas, taciau jie yra inaktyvuoti pirminio apdorojimo proceso metu.

14. Metaanalizés

Be to, serumo (1—3)-B-D-gliukano taikymo invazinémis grybelinémis ligoms
diagnozuoti tema paskelbta daug recenzuoty tyrimy, jskaitant diagnostinio efektyvumo
metaanalizes®2333435:3637,

15. Simboliy reik§més

1 lentelé ACC tyrimy rezultatai pagal tyrimo centrus, esant 60-80 pg/ml
slenkstinei aptikimo koncentracijai
Irodytas / tikétinas Specifiskumas
Jautrumas >= 80 pg/ml < 60 pg/ml
@ @
. & E
Tyrimo " ° E o | 28 | ©viso
centras . < £ . El -2 Ziv
o| E |g% 21 £ |25 | Ex
2| 2 |2 |38 E |g2.| &7
2c 5 D &g .E’E' o 2 ;2 &V
eS| 8 |BEel 25| & |2E8 28
1 32/50 64,0 97,0 39/40 | 97,5 69,6 1 90
2 14/24 | 58,3 93,3 17/20 | 85,0 70,8 5 44
3 14/19 73,7 46,7 36/54 | 66,7 90,0 3 73
4 25/33 75,8 92,6 37/43 | 86,0 86,0 6 76
5 21/36 58,3 80,8 30/39 | 76,9 69,8 6 75
6 0/1 0,0 N 0/0 N 0,0 0 1
I3 viso |106/163| 65,0 80,9 ]159/196| 81,1 76,8 21 359

Kai rezultatai, gauti ACC (359 méginiy) ir klinikiniuose centruose (285 méginiy), lyginami
su klinikine diagnoze, ACC aptikimo jautrumas yra 64,3 % (58,8 % — 69,9 % ClI), o tyrimo
centry — 61,5% (55,9 % — 67,2 % PI). ACC nustatytas specifiskumas yra 86,6 %

(82,7 % — 90,6 % ClI), palyginti su 79,6 % (74,9 % — 84,3 % CI) tyrimo centruose.

Kandidozé
Perspektyvinio tyrimo metu 107 tiriamiesiems buvo nustatyta teigiama kandidozés
diagnozé. 83 is 107 teigiamy rezultaty gauti ,,Fungitell®* tyrimo metodu.

L,Associates of Cape Cod, Inc.“ buvo pateikti Simtas septyniasdesimt penki kandidoziy
bibliotekos méginiai. 145 i§ 175 teigiamy rezultaty gauti Siuo tyrimo metodu.

Aspergiliozé
I3 viso 10 tiriamyjy méginiai aspergiliozei nustatyti buvo teigiami. 8 i§ 10 tyrimo
metu buvo teigiami Siuo tyrimo metodu.

Fuzariozé
Trijy tirlamyjy méginiai fuzariozei nustatyti buvo teigiami. 2 i§ 3 tyrimo metu buvo
teigiami $iuo tyrimo metodu.

Gydymas prieSgrybeliniais vaistais

Gydymo priesgrybeliniais vaistais buvimas ar nebuvimas netur¢jo statistiskai
reik§mingo poveikio tyrimo jautrumui. 118 tiriamyjy méginiai buvo teigiami
invazinés grybelinés infekcijos ir prieSgrybelinio gydymo metu. 82 buvo teigiami
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16. Jgaliotasis atstovas / importuotojas

.Emergo Europe®, Westervoortsedijk 60, 6827 AT Arnhem, The Netherlands
(Nyderlandai)

CH |REP Sveicariios ioali .
veicarijos jgaliotasis atstovas
,MedEnvoy Switzerland“
Gotthardstrasse 28, 6302 Zug, Switzerland (Sveicarija)
Importuotojas
»MedEnvoy Global B.V.“
% Prinses Margrietplantsoen 33-
Suite 123 2595 AM The Hague, The Netherlands
(Nyderlandai)

Uzsakovas Australijoje:
Emergo Australia, Level 20, Tower I, Darling Park
201 Sussex Street, Sydney, NSW 2000, Australia (Australija)

Pastaba: Apie rimtg incidenta, susijusj su priemone, prane§ama gamintojui ir valstybes
narés, kurioje yra naudotojas ir (arba) pacientas, kompetentingai institucijai.

17. Kontaktin¢ informacija
Bendrovés biistiné — ,,Associates of Cape Cod, Inc.”
Tel.: (888) 395-2221 arba (508) 540-3444 « Faksas: (508) 540-8680
El. pastas: custservice@acciusa.com * Www.acciusa.com

Jungtiné Karalysté / Europa — ,,Associates of Cape Cod Int’l., Inc.*
Unit 1 F/G/H Academy Business Park, Lees Road

Knowsley, Liverpool L33 7SA, United Kingdom (Jungtin¢ Karalyste)
Tel.: (44) 151-547-7444 « Faksas: (44) 151-547-7400

EL pastas: info@acciuk.co.uk « www.acciuk.co.uk

18. PerZiiiry istorija

0-11 perz.: Trijy egzemplioriy tyrimas pakeistas j dublikaty tyrima. Reagentinés klasés
vanduo pakeistas LAL reagentiniu vandeniu. KCL ir KOH komponentai sujungti

i Sarminj pirminio apdorojimo tirpala. I§ rinkinio paSalinta mikroplokstel¢; ji reikalinga,
bet nepridedama. Pakeistas EB atstovas ir pridétas Australijos uzsakovas. Smulkis
paaiskinimai, formatavimas, simboliy papildymas, papildomos trukdanc¢ios medZiagos.
12 perz.: Pasalinta: atstovas ES ,,Emergo Europe®.

13 perz.: Atnaujintas JK adresas ir paSalinta Vokietija. Pridéta ,MedEnvoy* kaip

ES importuotojas ir pasalinta ,,ACC Europe GmBh* i§ 17 skyriaus. I§taisytos nedidelés
gramatikos klaidos. Naudojami atnaujinti simboliai. Pridétas EB-REP, Sveicarijos
importuotojo ir CH-REP pavadinimas ir adresas.
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